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Резюме. Исследовано влияние препарата Тиотриазолин на интенсивность протеолиза в экстракте ткани
больших полушарий головного мозга и мозжечке, а также сыворотке крови крыс в условиях отмены этанола после
хронической алкогольной интоксикации.  Показано, что препарат Тиотриазолин стабилизирует активность
трипсиноподобных протеиназ и их эндогенных ингибиторов в ткани больших полушарий головного мозга крыс до
уровня контрольных значений через 7 суток после отмены этанола, а в ткани мозжечка через 1 сутки. Под воздействием
препарата Тиотриазолин дисбаланс активности цистеиновых протеиназ и их эндогенных ингибиторов устраняется
в ткани больших полушарий головного мозга через 3 суток, а в ткани мозжечка через 1 сутки после отмены этанола.
Тиотриазолин не восстанавливает протеиназо-ингибиторный баланс сыворотки крови в изучаемые сроки отмены
этанола, так как активность α1-протеиназного ингибитора даже через 7 суток остается достоверно ниже контроля.
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Abstract. The influence of thiotriazolin on proteolysis intensity in brain tissue extract, cerebellum and blood serum
in rats at withdrawal after chronic alcohol intoxication was studied. Thiotriazolin was shown to normalize the activity of
trypsin-like proteinases and their endogenous inhibitors in cerebral hemispheres tissue of rats up to the normal levels in
7 days and in cerebellum tissue in 1 day after alcohol withdrawal. Thiotriazolin stabilizes the activity of cysteine proteinases
and their endogenous inhibitors in cerebral hemispheres in 3 days and in cerebellum tissue in 1 day after alcohol withdrawal.
Thiotriazolin doesn`t normalize the balance of activity of proteinases and their inhibitors in blood serum because the
activity of α1-proteinase inhibitor remains reliably less than the normal levels even in 7 days after alcohol withdrawal.
Интоксикация этиловым спиртом при-водит к активации протеиназ [1, 2].Наши предыдущие исследования по-
казали, что даже на седьмые сутки после пре-
кращения доступа экспериментальных живот-
ных к раствору этанола в ткани головного
мозга крыс наблюдается дисбаланс активнос-
ти протеолитических ферментов и их эндоген-
ных ингибиторов [3]. Для восстановления про-
теиназо-ингибиторного баланса целесообраз-
но осуществление фармакологической коррек-
ции в максимально ранние сроки [4, 5]. В пос-
леднее время достаточно интенсивно иссле-
дуется лекарственное средство Тиотриазолин
[6-8]. Благодаря наличию тиогруппы тиотри-
азолин способен становиться акцептором
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электронов от активных форм кислорода и
других нестойких соединений и принимать
участие в ключевых реакциях реализации
энергетического метаболизма [6, 7]. Данный
препарат оказывает мощное антиоксидантное
действие, блокирует окислительный стресс [6,
7]. Тиотриазолин предотвращает гибель кле-
ток путем предупреждения обратимой и нео-
братимой модификации белковых молекул,
конкурируя за супероксидный анион цистеи-
новыми и метиониновыми фрагментами про-
теинов биологических мембран [7]. Тиотриа-
золин обладает значительным нейропротек-
торным действием [9, 10], что связано с его
антиоксидантным эффектом и обусловлено
способностью активировать систему антиок-
сидантных ферментов (супероксиддисмутаза
и глутатионпероксидаза), ингибировать АФК
и стабилизировать мембраны [9, 10]. Приме-
нение тиотриазолина стимулирует генную ак-
тивность и активацию процессов трансляции,
снижает количество случаев цитолиза нейро-
нов в коре головного мозга [9, 10]. Способ-
ность тиотриазолина оказывать влияние на
активность трипсиноподобных и цистеино-
вых протеиназ, а также регулировать протео-
лиз при отмене этанола после хронической
алкогольной интоксикации в ткани головно-
го мозга и сыворотке крови ранее не исследо-
валась.
Целью работы являлось изучение влия-
ния препарата Тиотриазолин на интенсив-
ность протеолиза в больших полушариях го-
ловного мозга, мозжечке и сыворотке крови
крыс в условиях отмены этанола после хро-
нической алкогольной интоксикации.
Методы
В экспериментах использовали самцов
крыс линии Wistar, средней массой 360 грамм.
Крыс разделяли по степени мотивации по-
требления растворов  этанола с помощью те-
ста «этанолового наркоза» путем однократно-
го внутрибрюшинного введения 25% раство-
ра этанола [11]. Для опытов  отбирали живот-
ных, предрасположенных к добровольному
потреблению алкоголя. Хроническую алко-
гольную интоксикацию осуществляли путем
предоставления животным опытных групп
15% раствора этанола ad libitum в качестве
единственного источника питья [12]. Концен-
трацию растворов этанола увеличивали сту-
пенчато в течение первых трех недель от 5 до
15% (5% - первая неделя, 10% - вторая неде-
ля, 15% - третья неделя) [13]. Эксперименталь-
ным животным контрольных групп в качестве
источника питья предоставляли водопровод-
ную воду. Длительность потребления живот-
ными раствора этанола составляла 29 недель,
затем прекращали доступ к раствору этилово-
го спирта и заменяли его на водопроводную
воду. Вывод животных из эксперимента осу-
ществляли декапитацией через 1 сутки [14], 3
и 7 суток после прекращения доступа к раство-
ру этанола [15]. В результате были сформиро-
ваны следующие экспериментальные группы:
I  контрольная группа (интактные животные);
ЙЙ  животные, потреблявшие раствор эта-
нола в течение 29 недель, декапитация кото-
рых осуществлялась через 1 (II-1), 3 (II-3) и 7
(II-7) суток после отмены этанола; III  жи-
вотные, потреблявшие раствор этанола 29 не-
дель, которым внутривенно вводили препа-
рат тиотриазолин в течение 1 (III-1), 3 (III-3)
и 7 (III-7) суток; IV  животные, не подвер-
гавшиеся алкоголизации, которым вводили ти-
отриазолин в течение 1 (IV-1), 3 (IV-3) и 7 (IV-
7) суток соответственно. Тиотриазолин вво-
дили в хвостовую вену животных в дозе 50
мг/кг массы животного. Животным конт-
рольных групп внутривенно вводили эквиобъ-
емное количество физиологического раство-
ра. Для изучения интенсивности протеолиза
использовали низкомолекулярный хромоген-
ный субстрат N-α-бензоил-D,L-аргинин-
пара-нитроанилид (БАПНА). Для определе-
ния активности трипсиноподобных протеи-
наз и их эндогенных ингибиторов в качестве
базовых методик использовались методы, опи-
санные Erlanger B. и др. [16], а также методи-
ки, предложенные Хватовым Т.А. с соавт. и
Карягиной И.Ю. с соавт. [17, 18]. Изучение ак-
тивности цистеиновых протеиназ и их эндо-
генных ингибиторов осуществляли с помощью
метода Lenney J.F. [19]. Указанные методики
изначально разрабатывались авторами для ис-
следования протеолиза в сыворотке крови,
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поэтому они были модифицированы нами для
изучения активности трипсиноподобных и
цистеиновых протеиназ и их эндогенных ин-
гибиторов в экстрактах ткани головного моз-
га крыс.
Статистическая обработка полученных
данных проводилась с использованием паке-
та прикладных компьютерных программ. Для
сравнения трех независимых групп и более
применяли непараметрический метод сравне-
ния независимых групп Краскела-Уоллиса
(ANOVA по Краскелу-Уоллису). При отклоне-
нии нулевой гипотезы принимали альтерна-
тивную гипотезу о различии групп и затем
проводили парное сравнение групп с исполь-
зованием непараметрического теста Манна
Уитни, применяя при этом поправку Бонфер-
рони при оценке значения р [20, 21].
Результаты и обсуждение
Проведенные нами исследования пока-
зали, что активность трипсиноподобных про-
теиназ в экстракте ткани больших полушарий
головного мозга и мозжечка через 1 сутки пос-
ле прекращения доступа животных к раство-
ру этилового спирта увеличивалась по срав-
нению с контролем на 94,59% (р=0,0042) и
88,01% (р=0,0066) соответственно. Через 3 и
7 суток данный показатель не отличалась от
контроля ни в экстракте ткани больших полу-
шарий головного мозга  (р=0,4750, р=0,1985 ),
ни в мозжечке (р=0,5677 и р=0,1160 соответ-
ственно), (табл. 1). Активность эндогенных
ингибиторов трипсиноподобных протеиназ в
больших полушариях головного мозга крыс
уменьшалась по сравнению с контролем че-
рез 1 сутки после отмены алкоголя на 20,55%
(р=0,0027), через 3 суток  на23,32%
(р=0,0042), через 7 суток  на 25,69%
(р=0,0027). В мозжечке данный показатель
через 1 сутки после отмены этанола был сни-
жен на 9,41% (р=0,0027), тогда как через 3 и 7
суток не отличалась от контроля (р=0,0222 и
р=0,1160).
Активность цистеиновых протеиназ в
больших полушариях головного мозга через 1
сутки после отмены этанола не изменялась по
отношению к контролю (р=0,0222, с учетом
поправки Бонферрони р должно быть не ме-
нее 0,0083), через 3 суток увеличивалась на
72,34% (р=0,0042) и к 7 суткам стабилизиро-
валась до уровня контроля (р=0,2530). В экст-
ракте мозжечка изменения активности цисте-
иновых протеиназ после хронической инток-
сикации этанолом не были статистически зна-
чимыми (р=0,1480). Активность эндогенных
ингибиторов цистеиновых протеиназ в тка-
ни больших полушарий головного мозга
(р=0,2546) и мозжечке (р=0,1436) не подвер-
галась изменениям.
В сыворотке крови общая протеолити-
ческая активность после хронической инток-
сикации этанолом не изменялась. Активность
α1-протеиназного ингибитора сыворотки кро-
ви через 1 сутки после отмены доступа жи-
вотных к раствору этанола не изменялась по
отношению к контролю (р=0,1043), через 3
суток снижалась на 11,44% (р=0,0027), через
7 суток  на 9,49% (р=0,0027). Активность α2-
макроглобулина в сыворотке крови уменьша-
лась в сравнении с контролем через 1 сутки
на 52,63% (р=0,0044), 3 суток  42,98%
(р=0,0027), 7 суток  48,24% (р=0,0027). Из-
менения активности эндогенных ингибиторов
цистеиновых протеиназ сыворотки крови в
данных условиях не были статистически зна-
чимыми (р=0,4762).
Таким образом, при отмене этанола пос-
ле хронической интоксикации этанолом в тка-
ни больших полушарий головного мозга, моз-
жечке и в сыворотке крови эксперименталь-
ных животных отмечается дисбаланс актив-
ности протеолитических ферментов и их эн-
догенных ингибиторов. Восстановление про-
теиназо-ингибиторного баланса до конт-
рольных значений не происходит даже через
7 суток после отмены этанола, что может яв-
ляться основанием для осуществления фарма-
кологической коррекции.
После введения животным препарата
Тиотриазолин активность трипсиноподобных
протеиназ в экстрактах ткани больших полу-
шарий головного мозга и мозжечка стабили-
зировалась до уровня контрольных значений
(рис. 1, 2).
Активность эндогенных ингибиторов
трипсиноподобных протеиназ в больших по-
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Активность протеиназ и их эндогенных ингибиторов в экстракте ткани
больших полушарий головного мозга и мозжечке крыс
Примечания: 1. Данные представлены в виде медианы, (-95%  +95%)  доверительный интер-
вал; 2.*  статистически значимые различия показателей по отношению к контролю.
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Рис. 1. Активность  трипсиноподобных протеиназ в экстрактах ткани больших полушарий головного
мозга крыс при хронической алкогольной интоксикации длительностью 29 недель, нмоль/ч·мг белка.
1  отмена этанола 1 сутки; 2  отмена этанола 3 суток; 3  отмена этанола 7 суток.
Рис. 2. Активность  трипсиноподобных протеиназ в экстрактах мозжечка крыс при хронической
алкогольной интоксикации длительностью 29 недель, нмоль/ч·мг белка.
1  отмена этанола 1 сутки; 2  отмена этанола 3 суток; 3  отмена этанола 7 суток.
лушариях головного мозга крыс после приме-
нения препарата Тиотриазолин через 1 сутки
отмены этанола не отличалась от контроля
(р=0,3173), через 3 суток увеличивалась на
16,59% (р=0,0066), тогда как через 7 суток
вновь стабилизировалась на уровне конт-
рольных значений (р=0,0222) (рис. 3). В тка-
ни мозжечка данный показатель после при-
менения лекарственного средства стабилизи-
ровался на уровне контроля во все сроки от-
мены этанола (р=0,4750, р=0,1531, р=3173
через 1, 3 и 7 суток соответственно) (рис. 4).
При осуществлении фармакологической
коррекции с помощью препарата Тиотриазолин
активность кислых лизосомальных цистеино-
вых протеиназ в ткани больших полушарий го-
ловного мозга через 1 сутки после отмены эта-
нола увеличивалась на 128,35% (р=0,0011), тог-
да как к 3 (р=0,8356) и 7 суткам (р=0,0512) нор-
мализовалась до уровня контроля (рис. 5). В
мозжечке данный показатель соответствовал
контролю во все сроки отмены (р=0,4694).
Активность эндогенных ингибиторов
кислых лизосомальных цистеиновых протеи-
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наз в ткани больших полушарий головного
мозга (р=0,2546) и мозжечка (р=0,1436) не из-
менялся по сравнению с контролем вне зави-
симости как от срока отмены этанола, так и от
применения лекарственного средства.
В сыворотке крови изменения общей
протеолитической активности после введения
препарата Тиотриазолин не были статисти-
чески значимыми ни через 1 сутки (р=0,1004),
ни через 3 (р=0,4750) и 7 (р=0,6170) суток от-
мены этанола (табл. 2). Активность α1-проте-
иназного ингибитора при введении лекар-
ственного средства через 1 сутки после отме-
ны этанола не отличалась от контроля
(р=0,0222), тогда как через 3 суток уменьша-
лась на 10,67% (р=0,0082), а через 7  на
12,32% (р=0,0027) (рис. 6).
Активность α2-макроглобулина сыво-
ротки крови после применения препарата Ти-
отриазолин уменьшалась через 1 сутки отме-
ны этанола на 59,21% (р=0,0082), но норма-
лизовалась до контрольных значений уже че-
Рис. 3. Активность  эндогенных ингибиторов трипсиноподобных протеиназ в экстрактах
ткани больших полушарий головного мозга крыс после хронической интоксикации
этанолом длительностью 29 недель, нмоль/с·мг белка. 1  отмена этанола 1 сутки;
2  отмена этанола 3 суток; 3  отмена этанола 7 суток.
Рис. 4. Активность  эндогенных ингибиторов трипсиноподобных протеиназ в ткани мозжечка крыс
после хронической интоксикации этанолом длительностью 29 недель, нмоль/с·мг белка.
1  отмена этанола 1 сутки; 2  отмена этанола 3 суток; 3  отмена этанола 7 суток.
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Таблица 2

















































































































 Примечания: 1. Данные представлены в виде медианы, (-95%  +95%)  доверительный интер-
вал; 2.*  статистически значимые различия показателей по отношению к контролю.
Рис. 5. Активность  кислых лизосомальных цистеиновых протеиназ
в экстрактах ткани больших полушарий головного мозга крыс при хронической интоксикации
этанолом длительностью 29 недель, нмоль/ч·мг белка. 1  отмена этанола 1 сутки;
2  отмена этанола 3 суток; 3  отмена этанола 7 суток.
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рез 3 и 7 суток (р=0,0124 и р=0,1160 соответ-
ственно) (рис. 7).
При введении препарата Тиотриазолин
активность эндогенных ингибиторов цисте-
иновых протеиназ в сыворотке крови крыс
данных экспериментальных групп не подвер-
галась изменению ни в одном из случаев не-
зависимо от срока отмены этанола (р=0,4762).
Таким образом, применение лекарствен-
ного препарата Тиотриазолин способствовало
восстановлению баланса активности трипси-
ноподобных протеиназ и их эндогенных инги-
биторов в ткани больших полушарий головно-
го мозга через 7 суток, а в ткани мозжечка через
1 сутки после отмены этанола. После осуще-
ствления фармакологической коррекции дисба-
Рис. 7. Активность б2-макроглобулина сыворотки крови при хронической алкогольной
интоксикации длительностью 29 недель, мкмоль/с·л. 1  отмена этанола 1 сутки;
2  отмена этанола 3 суток; 3  отмена этанола 7 суток.
Рис. 6. Активность б1-протеиназного ингибитора сыворотки крови при хронической
алкогольной интоксикации длительностью 29 недель, мкмоль/с·л. 1  отмена этанола 1 сутки;
2  отмена этанола 3 суток; 3  отмена этанола 7 суток.
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ланс активности цистеиновых протеолитичес-
ких ферментов и их эндогенных ингибиторов
устраняется в ткани больших полушарий голов-
ного мозга через 3 суток, тогда как в ткани моз-
жечка стабилизация происходит уже через 1
сутки после отмены этанола.
В сыворотке крови общая протеолитичес-
кая активность, а также активность эндогенных
ингибиторов цистеиновых протеиназ после хро-
нической алкогольной интоксикации не изме-
нялись. Введение лекарственного средства ста-
билизировало активность α2-макроглобулина
сыворотки крови до уровня контроля через 3
суток после отмены этанола. Однако, использо-
вание фармакологической коррекции с помощью
препарата Тиотриазолин оказалось малоэффек-
тивным в отношении α1-протеиназного инги-
битора так как даже через 7 суток после отмены
этанола на фоне применения указанного лекар-
ственного средства данный показатель остает-
ся несколько снижен по сравнению с контролем.
Стабилизирующее действие препарата
Тиотриазолин на протеолиз возможно обус-
ловлено его способностью предупреждать
обратимую и необратимую модификацию бел-
ковых молекул, так как, конкурируя за суперок-
сидный радикал с цистеиновыми и метиони-
новыми фрагментами протеинов биологичес-
ких мембран, он тем самым предотвращает
гибель клеток [7]. Повышение активности эн-
догенных ингибиторов трипсиноподобных
протеиназ до контрольных значений может
быть связано с активацией Тиотриазолином
трансляции мРНК на рибосомах, обуславли-
вающей усиление синтеза белка [9, 10].
Таким образом, после отмены этанола
препарат Тиотриазолин способен корректиро-
вать активность протеолитических ферментов
и их эндогенных ингибиторов в ткани боль-
ших полушарий головного мозга и мозжечке,
однако, его использование не приводит к пол-
ному восстановлению протеиназо-ингиби-
торного баланса в сыворотке крови экспери-
ментальных животных.
Заключение
1. При хронической алкогольной инток-
сикации в условиях отмены этанола происхо-
дит нарушение баланса активности протеоли-
тических ферментов и их эндогенных инги-
биторов в ткани головного мозга и в сыво-
ротке крови экспериментальных животных.
2. Тиотриазолин стабилизирует актив-
ность трипсиноподобных протеиназ и их эн-
догенных ингибиторов в ткани больших по-
лушарий головного мозга крыс до уровня кон-
трольных значений через 7 суток после отме-
ны этанола, а в ткани мозжечка через 1 сутки,
в то время как дисбаланс активности цистеи-
новых протеиназ и их эндогенных ингибито-
ров устраняется в ткани больших полушарий
головного мозга через 3 суток, а в ткани моз-
жечка через 1 сутки после отмены этанола.
3. Тиотриазолин не восстанавливает
протеиназо-ингибиторный баланс сыворотки
крови в изучаемые сроки отмены этанола: он
стабилизирует общую протеолитическая ак-
тивность, активность эндогенных ингибито-
ров цистеиновых протеиназ и α2-макроглобу-
лина, однако активность α1-протеиназного
ингибитора даже через 7 суток остается дос-
товерно ниже контроля.
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